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Abstract: The genus Fuchsia is generally used in herbal preparations to treat conditions caused by
microorganisms. Based on the popular use of this type of plants, the objective of this study was to obtain
sequential extracts of increasing polarity from the branches of Fuchsia lycioides by maceration at room
temperature and by the Soxhlet method at 60°C, to later evaluate the antifungal capacity of the extracts
against different clinical isolates of the Candida genus. The ethyl acetate extract exhibited strong anti-
fungal activity, selectively inhibiting C. albicans strains with MIC and CMF values of 10 and 15 pg/mL,
respectively; comparable with the drug itraconazole®. The analysis of the extract by GC-MS showed a
high concentration of terpenoids (mainly phytol) and phenylpropanoids (mainly cinnamic acid), possibly
responsible for the antifungal activity of the ethyl acetate extract of F. lycioides.

Keywords: Fuchsia lycioides; Sequential extracts; Candida albicans; Terpenos; Phenylpropanoids.

Resumen: El género Fuchsia se usa generalmente en preparaciones de hierbas para tratar afecciones
provocadas por microorganismos. En base al uso popular de este tipo de plantas, el objetivo de este
estudio fue obtener los extractos secuenciales de polaridad creciente de las ramas de Fuchsia lycioides por
maceracion a temperatura ambiente y por el método Soxhlet a 60°C, para luego evaluar la capacidad
antifingica de los extractos frente a diferentes aislados clinicos del genero Candida. El extracto de
acetato de etilo exhibié una fuerte actividad antifingica inhibiendo en forma selectiva las cepas de C.
albicans con valores de CMI y de CMF de 10 y 15 pg/mL, respectivamente; comparables con el farmaco
itraconazol®. El andlisis del extracto por CG-EM mostr6 una alta concentracion de terpenoides
(principalmente fitol) y fenilpropanoides (principalmente acido cinamico), posibles responsables de la
actividad antifingica del extracto de acetato de etilo de F. lycioides.
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Fenilpropanoides.
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INTRODUCCION

Las patologias provocadas por el género Candida
cada dia son mas frecuentes y han constituido un
problema de salud publica a nivel mundial. La OMS
advirti6 en su informe del afio 2007 que las
enfermedades infecciosas estaban resurgiendo a un
ritmo que no se habia visto antes (Minsal, 2007).
Actualmente se conoce que algunos de estos
microorganismos son parte de la microbiota normal
del organismo, pero existen factores que provocan
que puedan generar importantes patologias (Shinobu
et al., 2007).

La candidiasis es una infeccion flngica
oportunista producida por levaduras del género
Candida. Su incidencia se incrementa tanto en
pacientes sanos como en inmunocomprometidos con
VIH segun el estudio de Montiel, 2004. EIl género
Candida tiene mas de 150 especies y 18 de ellas son
patégenas para el ser humano, como se ha
determinado en estudios de aislamiento de pacientes
clinicos, la especie Candida albicans fue responsable
de 70% de los casos (Nguyen et al., 1996). Sin
embargo, durante los ultimos afios la proliferacién de
cepas de Candida diferente a la albicans ha
aumentado de forma constante (Wingard, 1995),
entre ellas, C. glabrata presenta una alta mortalidad
en pacientes con tumores, C. tropicalis afecta
preferentemente a pacientes leucémicos (Gonzalez et
al., 1996), C. dubliniensis se asocia a pacientes
infectados por el VIH generando candidiasis oral
(Gutiérrez et al., 2002), C. guilliermondii y C.
lusitaniae se asocian a pacientes con deficiencias
cardiacas (Sanchez et al., 1992).

Ademas, estas levaduras patdgenas han
presentado una gran resistencia a la familia de
compuestos azélicos como es fluconazol, principal
farmaco descrito para el tratamiento de estas
especies. En estudio recientes se ha demostrado que
la resistencia se debe en gran parte a la capacidad
mostrada por el género Candida de adaptarse al
cuerpo del huésped que lo contiene (Tiraboschi et al.,
2017).

La gran resistencia mostrada por estos
microorganismos, ha llevado a los investigadores a
buscar alternativas a los farmacos actuales,
elaborando y desarrollando nuevos farmacos a partir
de productos naturales. Estos estudios se han basado
en los conocimientos ancestrales de la medicina de
los pueblos originarios, como por ejemplo el pueblo
Mapuche (Saad et al., 2010).

En este contexto, Fuchsia lycioides Andrews
(Fuchsia rosea Ruiz & Pav.)) es una planta
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perteneciente a la familia Onagraceae. Es un arbusto
nativo de Chile, y se cultiva como planta ornamental
en varias partes del mundo. La planta es un arbusto
caduco facultativo (que puede perder sus hojas, en
caso de enfrentar sequias) de alrededor de 2 a 3
metros de altura, con ramas lefiosas que se encuentra
entre Atacama y la region Metropolitana. Crece hasta
1500 m de altura, vive preferentemente en las
cercanias del mar, en sitios soleados. Soporta bien la
sal y olas de calor, y crece con la minima humedad
disponible (Rodriguez et al., 2018). Es comunmente
conocida como “palo falso”, “palo de yegua” o
“coralito” (Hoffman, 1998; Rodriguez et al., 2018).
Esta planta desde un punto de Vvista
etnofarmacolégico presenta efectos como diurético,
emenagogo Yy febrifugo (Houghton & Manby, 1985;
Villasefior y Ramirez, 2016). Sin embargo, estudios
sobre la composicion quimica y las propiedades
antioxidantes y anti-fungicas de otras especies del
género Fuchsia han revelado que tanto las hojas
como las ramas tienen un alto contenido de fenoles y
taninos los que han presentado una potente actividad
anti-fungica ante una alta gama de microorganismos
patégenos (Averett et al., 1986; Padilla y Paucar,
2008). En este contexto, en ningln estudio anterior se
ha determinado la actividad anti-fungica y no se ha
evaluado la contribucion de los diferentes extractos
secuenciales en las propiedades antimicrobianas de
las ramas de F. lycioides. Asi pues, el objetivo de este
estudio fue evaluar la actividad anti-fungica in vitro
de los extractos secuenciales de polaridad creciente
obtenidos bajo dos métodos de extraccion de las
ramas de F. lycioides frente a tres especies del género
Candida sp.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Fuchsia lycioides fue recolectada durante su
temporada de floracion (mayo 2019), en la localidad
de Los Molles (32°1422"S 71°30'54"0), comuna de
la Ligua, region de Valparaiso, Chile. La planta fue
reconocida por el ingeniero forestal y experto
boténico Patricio Novoa y un espécimen (\Voucher,
FI-01519) fue depositado en el Herbario del
Laboratorio de Productos Naturales y Sintesis
Organica "LPNSOQO', Departamento de Quimica,
Universidad de Playa Ancha, Valparaiso, Chile.

Obtencion de los extractos
1,0 Kg de tallo fresco de F. lycioides se secé a
temperatura ambiente durante dos semanas en
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ausencia de luz. Posteriormente, 540,7 g de material
vegetal fue triturado y sometido a extracciones
secuenciales de polaridad creciente (hexano (Hex),
diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcOEt) y
etanol (EtOH)) a temperatura  ambiente.
Paralelamente, se realizaron extracciones
secuenciales de polaridad creciente (Hex, DCM,
AcOEt y EtOH) en caliente utilizando 180 g de
material mediante un aparato del tipo Soxhlet (Pabon,
2013) por 4 horas a 60°C para cada solvente. En
ambos procesos las soluciones finales fueron filtradas
y concentradas en un evaporador rotatorio a 35°C.

Composicién del extracto activo

El extracto AcOEt fue diluido con acetato de etilo, 1
uL fue analizado mediante el uso de un cromatégrafo
de gases Hewlett-Packard GC/MS 6890, acoplado a
un espectrometro de masas de impacto electronico
(70eV) Hewlett-Packard 5973, equipado con una
columna capilar HP-5 MS, segin el protocolo
descrito anteriormente (Canales et al., 2016). Las
condiciones de trabajo fueron las siguientes:
temperatura del inyector 250°C, temperatura del
detector, 280°C; gas portador, He a 1,0 mL/min;
programa de temperatura del horno: 40°C durante 5
min, aumentar a 260°C a 5°C/min, y luego 260°C
durante 5 min. Los compuestos en el cromatograma
se identificaron por comparacién de sus espectros de
masa con los de la base de datos NIST 2014, y
mediante la comparacién de sus indices de retencién
(Kovats) con los reportados en la literatura (Adams,
2017).

Determinacion de la actividad anti-fingica

Los distintos extractos secuenciales F. lycioides
fueron ensayados contra de tres cepas de aislamientos
clinicos obtenidos del Hospital Base de Valdivia, las
cepas ensayadas fueron C. albicans 10935, C.
glabrata 10912 y C. tropicalis 9841. Todos los
aislamientos se obtuvieron de sangre u otros sitios
normalmente estériles y representaron episodios
infecciosos individuales. Los aislamientos fueron
mantenidos e identificados segin protocolos
establecidos (Madrid et al., 2012).

La Concentracion Inhibitoria Minima (CMI)
se determind por el método de microdilucién para la
levadura (NCCLS/CLSI, 2008) M27-A3.
Brevemente, los cultivos de todas las levaduras se
colocaron en Agar de Dextrosa Sabouraud (ADS) y
se incubaron durante 24-72 h a una temperatura de
37°C. Las colonias de este cultivo se suspendieron en
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NaCl estéril al 0,85% vy el inéculo se estandarizd
segun la escala de 0,5 McFarland (1-5 108 UFC/mL).
El test antimicético fue realizado en placas de 96
pozos. Las cepas de levadura fueron preparadas en
agua estéril y se diluyeron en el medio RPMI 1640
(excepto en el control de esterilidad). Los extractos se
disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO) a
concentraciones finales de 25 a 0,25 g¢g/mL. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) se determind
visualmente, después de 24 h de incubacién, como la
concentracion méas baja de droga que causé una
disminucion significativa del crecimiento (> 50% de
inhibicion) por debajo de los niveles de control
(Pfaller et al., 2006).

Aplicando el método establecido, la
concentracion minima fungicida (CMF) se determin6
como una sub-cultura de 2 pL de cada uno de los
pozos que no mostraron crecimiento y fueron
incubados durante 72 h a 35°C. Se definio la
concentracion mas baja sin crecimiento visible como
CMF que indica el 99,5% de muerte del inéculo
original. Flucanazol® e Itraconazol® (Sigma), fueron
utilizados como controles positivos. Todos los
experimentos se realizaron por duplicado y se
repitieron tres veces para su reproducibilidad.

Andlisis estadistico

Los datos sobre los efectos inhibitorios de los
extractos, Fluconazol® e Itraconazol® en el
crecimiento de las especies de Candida se sometieron
al analisis de varianza (ANOVA) en todos los datos
con una prueba post hoc de Tukey (p<0.05), mediante
el programa STATISTICA 7.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de extraccion

Los rendimientos de extraccion obtenidos mediante
ambas técnicas se detallan en la Tabla N° 1.

El mayor rendimiento de extraccion se logré
con etanol mientras que el menor rendimiento fue
para hexano en ambas metodologias, en este contexto
el rendimiento obtenido se confirma que depende en
gran medida de la polaridad del disolvente utilizado y
de otros factores como la composicion quimica de los
compuestos a extraer, de la cantidad y posicion de sus
grupos hidroxilo, del tamafio molecular, asi como de
factores como la concentracion del solvente,
temperatura, tiempo de contacto, tamario de particula
y relacibn masa-solvente, entre otros (Aspé vy
Fernandez, 2011; Gironi y Piemonte, 2011;
Amyrgialaki et al., 2014; Caprioti et al., 2014).
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Tabla N° 1
Rendimiento de extractos de F. lycioides
Temperatura
Extracto Ambiente' _ 60 °C -
Masa Rendimiento Masa Rendimiento

(9) (%) (9) (%)

Hex 1,40 0,26 1,05 0,58

DCM 1,82 0,34 1,69 0,94

AcOEt 2,07 0,38 1,07 0,60

EtOH 2,17 0,40 1,78 0,99

Por otra parte, los extractos en caliente Composicidn del extracto de AcOEt
superan de 2 a 3 veces el porcentaje rendimiento Los resultados del analisis de la cromatografia de
debido al aumento en el movimiento de las moléculas gases del extracto de AcOEt de las ramas de F.

del disolvente aumentando el grado de fragmentacion lycioides se resumen in Tabla N° 2.

del extracto vegetal en comparacion con su analogo a
temperatura ambiente (Casas et al., 2005).

Tabla N° 2
Componentes mayoritarios del extracto de AcOEt de F. lycioides
No. componentes % Area® IRP [IRref® Identificacion
1 Sabineno 0.83 973 974 RI, EM
2 3-Careno 3,23 1009 1011 RI, EM
3 Limoneno 1,27 1030 1031 RI, EM
4 Citronelol 2,67 1229 1228 RI, EM
5 siringol 1,79 1350 1353 RI, EM
6 Acetato de nerilo 1,89 1373 1376 RI, EM
7 1-Tetradeceno 3,78 1392 1394 RI, EM
8 Acido cindmico 7,86 1427 1428 RI, EM, Co-I
9 Germacreno D 2,03 1482 1480 RI, EM
10 Oxido de cariofileno 6,81 1581 1581 RI, EM
11 3-Octadeceno 3,98 1896 1896 RI, EM
12 Acido hexadecanoico 1,09 1980 1984 RI, EM
13 Fitol 9,89 2136 2138 RI, EM
14 1-Hexacosanol 1,84 2845 2848 Rl, EM
15 Quercetina 2.21 3178 3176 RI, EM, Co-I
16 Miricetina 3,07 3201 3205 RI1, EM, Co-I
17 Lupeol 2,05 3266 3270 RI, EM
18 Lanosterol 1,21 3390 3393 RI, EM
Desconocido 42 50

#Superficie del pico del GC/MS; PIR: Indices de retencion relativos a los n-alcanos Cs-C3s en la columna
capilar HP-5; °IR: Indice de retencion de la literatura (Adams, 2017); Co: coelucién con compuestos
estandar disponibles en nuestro laboratorio.
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Los 18 compuestos identificados representan
el 57,50% del area total del extracto. La distribucion
de las familias quimicas presentes en el extracto se
resume en los terpenoides fraccion predominante con
un 31,88%, derivados de é&cidos grasos e
hidrocarburos 10,69%, derivados fenélicos 9,65% y
flavonoides 5,12%. Se identific6 como compuesto
mayoritario al fitol 9,89%, seguido acido cinamico,

Actividad anti-fangica de extractos de Fuchsia lycioides

oxido de cariofileno, 3-octadeceno, 1-tetradeceno, 3-
careno y miricetina, con 7,86%, 6,81%, 3,98%,
3,78%, 3,23%, y 3,07% respectivamente.

Ensayos anti-flingicos

Las actividades anti-flngicas de los diferentes
extractos de F. lycioides y de los anti-fingicos de
referencia se resumen en la Tabla N° 3.

Tabla N° 3
CMly MFC (ug/mL) de los diferentes extractos de F. lycioides
Extractos C. albicans
CMI CMF
Hex o5 e
1 DCM 15 20
AcOEt 10 15
EtOH >25 oot
Hex o5 o5
2 DCM 15 20
EtOH >25 o
Fluconazol® 1 25
Itraconazol® 10 15

1: Extractos a Temperatura ambiente, 2: Extractos a 60°C

En la Tabla N° 3, se presentan solo los
resultados obtenidos para C. albicans debido a que
las otras especies estudiadas presentaron resistencia a
los extractos de F. lycioides, en base a estos valores
se puede deducir que las especies del género Candida
presentan diferencias metabdlicas entre si (Pardo et
al., 2011), estableciendo que los ensayos realizados
indican que a los extractos de F. lycioides son
selectivos para C. albicans. Ademas, se esperaba que
los extractos a 60°C, presentasen una actividad
antifungica mayor a los obtenidos a temperatura
ambiente, debido a una mayor concentracion de
metabolitos, sin embargo, se ha descrito que los
metabolitos con caracteristicas antifingicas pueden
tender a experimentar un efecto antagonista cuando
se encuentran en altas concentraciones en un extracto
natural (Adirano et al., 2018). Por otro lado, se puede
destacar que los extractos de AcOEt a temperatura
ambiente como a 60°C fueron los més activos frente a
la cepa de C. albicans estudiada con valores de CMI
y CMF de 10 y 15 pg/mL, respectivamente; seguido
de los extractos de DCM con valores de CMI y CMF
de 15 y 20 pg/mL, respectivamente. Este efecto se
deberia principalmente a la presencia del alcohol
diterpénico aciclico fitol, el cual le otorgaria al

extracto de F. lycioides, una fuerte accion anti-
levaduriforme debido a que provoca la
permeabilizacion de las membranas mitocondriales
externas e internas de las células eucariotas causando
esencialmente la muerte celular por apoptosis y
necrosis. Ademas, los procesos subsiguientes pueden
tener una accion pro-oxidativa, causando la aparicion
tardia tanto de la apoptosis como de la necrosis
(Islam et al., 2018). Tales efectos podrian ser la base
de la actividad de fitol contra hongos patdégenos como
son Candida albicans y Aspergillus niger (Ghaneian
et al., 2015). Ademaés, en anteriores reportes fitol fue
evaluado contra una serie cepas fungicas con
resultados significativos principalmente frente a
Trichoderma viride, Aspergillus versicolor vy
Penicillium ochrochloron, con valores superiores a
los controles positivos Bifonazol® y Ketoconazol®
(Pejin et al., 2014). Ademas, se ha determinado que
la presencia de derivados de fenilpropanoides como
son el acido cindmico, compuesto que estudios
resientes ha mostrado una potente actividad anti-
fangica frente a cepas Candida albicans (Lima et al.,
2018) y en menor medida frente a cepas del hongo
fitopatdgeno Fusarium sp. (Necha y Barrera, 2009).
Sin embargo, derivados de acido cindmico y p-
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cumarico presentes en las partes aéreas de este géenero
de plantas emparentadas directamente con F.
lycioides como son F. magellanica y F. triphylla son
potentes anti-fingicos frente a levaduras patdgenas
(Lima et al., 2018). Ademas, se ha demostrado que la
presencia de triterpenos en los extractos como lupeol
y lanosterol contribuyen a la accion antifungica de
plantas medicinales como Curtisia dentata (Shai et
al., 2008) y Croton macrostachyus (Obey et al.,
2016). Estos resultados confirman que extractos de
polaridad  intermedia  presentan  metabolitos
secundarios capaces de atravesar con mayor facilidad
la pared celular de los hongos levaduriformes
(Gomez et al, 2003), entre estos metabolitos
destacan los flavonoides miricetina, quercetina
presentes en el extracto de acetato de etilo de F.
lycioides, como a su vez, rhamnocitrina y
kaempferol, presentes en otras especies del genero
Fuschia (Csepregi et al.,, 2020), los cuales han
presentado una potente actividad anti-flngica frente a
aislado orales de C. albicans (Silva et al., 2017). Los
flavonoides son generalmente extraidos con solventes
semi-polares (Pérez et al., 2013), y una serie de
diferentes investigaciones han demostrado la
capacidad para inhibir el crecimiento celular de un
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